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TOXICIDADE PRE-CLINICA DOS ANALOGOS DAS RIPARINAS I, Il E 1l
UTILIZANDO MODELOS IN VITRO. Dissertacao de Mestrado. Autora: Alethéia
Lacerda da Silveira. Orientador: Dr. Demetrius Anténio Machado Araujo.
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba.
Aprovada em: 26 de fevereiro de 2007.

Resumo

Os estudos in vitro tém sido direcionados para reduzir o uso dos animais de
laboratério utilizados nos testes de toxicidade, refinar os modelos toxicol6gicos
in vivo e ajudar na elucidacdo dos mecanismos de acao da substancia em nivel
celular e molecular. Nessas circunstancias, os ensaios de citotoxicidade sao
bastante Uteis, devido a sua rapidez, reprodutibilidade e baixo custo. Estudos
farmacolégicos demonstraram que os analogos das riparinas I, Il e Il
apresentam varias atividades biol6gicas, entre as quais acdo antidepressiva e
antimicrobiana. Devido a auséncia na literatura de estudos sobre a
citotoxicidade dessas alcamidas, procurou-se avalia-la em fibroblastos L929 e
em macrofagos J774. Executaram-se, inicialmente, os ensaios de reducao do
sal de tetrazélio (MTT), captacdo do vermelho neutro (CVN) e medida do
conteudo de acidos nucléicos totais (CAN), apds periodos de 24 e 48 horas de
exposicao, utilizando-se as seguintes concentracées: 7,5 uM; 15 uM; 30 uM; 60
uM e 120 uM. Verificou-se, para ambas as linhagens celulares, que o periodo
de 24 horas de incubacéao foi suficiente para causar os efeitos de maneira
concentragdo-dependente nos ensaios do MTT, CAN e CVN. Os valores de
ICs0 da riparina | obtidos nos experimentos de MTT, CAN e CVN foram: 33,34
uM, 73,86 uM e 83,96 uM, respectivamente. Os valores de ICso da riparina |l
corresponderam a 26,37 uM no ensaio do MTT, 43 uM no teste do CAN e
65,51 uM no método de CVN. Os valores de ICsp da riparina Il obtidos nos
testes de MTT, CAN e CVN foram: 21,02 uM, 34,10 uM e 65,16 uM,
respectivamente. Os valores de ICs, para o periodo de incubagéo de 48 horas
foram semelhantes aos do periodo de 24 horas. Portanto, o ensaio do MTT
apresentou-se mais sensivel aos efeitos das alcamidas sobre a proliferagéo
celular e, em todos os testes executados, a riparina Il foi a mais citotéxica. Em
seguida, para detectar se as alcamidas estariam promovendo a inducao de
eventos apoptéticos e/ou necréticos, observaram-se as alteragdes morfoldgicas
utilizando-se a coloracao diferencial por Hematoxilina/Eosina (H/E), avaliou-se
a integridade da membrana celular e a fragmentacdo do DNA por citometria de
fluxo na linhagem celular onde foram obtidos os menores valores de 1Cs, L929.
As concentracdes utilizadas foram 33,34 uM, 26,37 uM e 21,02 uM para as
riparinas |, Il e IlIl, respectivamente. N&o foram observadas alteragdes
morfolégicas que sugerissem apoptose ou necrose. Também foi verificado que
as alcamidas nao promoveram perda da integridade da membrana celular,
fragmentacao do DNA e nem causaram parada em nenhuma das fases do ciclo
celular. Conclui-se que as riparinas |, Il e lll ttm uma baixa toxicidade in vitro.

Palavras-chaves: produtos naturais, riparinas, citotoxicidade, citometria de
fluxo



PRE-CLINICAL TOXICITY OF THE RIPARINS I, Il E lll ANALOGUES USING
IN VITRO MODELS. Master's Dissertation. Author: Alethéia Lacerda da
Silveira. Advisor: Dr. Demetrius Anténio Machado Araujo. Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba. Approved on
febuary 26th, 2007.

Abstract

The in vitro studies have been directed to reduce the use of the animals of
laboratory in the test of toxicities, to refine the toxicological models in vivo and
to help in the understating of the mechanisms of action of the substance in
cellular and molecular level. In these circumstances, the cytotoxity assays are
useful because its rapidity, reproducibility and low cost. Pharmacological
studies were demonstrated that riparins |, Il and lll were presented some
biological activities, such as antidepressant and antimicrobial actions. Due to
absence in the literature of studies on the cytotoxicity of these alcamides we
were looked to evaluate that toxity in two cell lines, L929 fibroblasts and J774
macrophages like. They were executed the assays of reduction of the
tetrazolium salt (MTT), uptake of the neutral red (CVN) and measure of the
content of total nucleic acids (CAN), after periods of 24 and 48 hours of
exposition to those riparins using the following concentrations: 7.5 uM; 15 uM;
30 uM; 60 uM and 120 pM. It was verified for both cellular cultures that the
period 24-hour of incubation was enough to cause the concentration-dependent
effects in the MTT, CAN and CVN assays. The obtained values of ICs, of the
riparin | in the experiments of MTT, CAN and CVN were 33.34 uM, 73.86 uM
and 83.96 uM, respectively. The values of 1Csg of riparina |l had corresponded
the 26.37 uM in the assay of the MTT, 43 uM in the test of CAN and 65.51 uM
in the CVN method. The verified 1Cso values of riparin Ill in the MTT test, CAN
and CVN had been 21.02 uM, 34.10 uM and 65.16 M, respectively. The value
of 1Cso for the incubation period of 48 hours had been similar to the 24 hours of
incubation. Therefore, the MTT test presented more sensibility to the alcamides
effects upon the cellular proliferation and, in all executed methods, the riparin Il
was the most cytotoxic. Than, in order to detect if the alcamides could be
promoting the induction of apoptotic and/or necrotic events, the morphologic
alterations were observed using the differential coloration for Hematoxylin/Eosin
(H/E), it was evaluated the integrity of the cell membrane and the DNA
fragmentation using flow cytometry in the cell line which had the lowest values
of 1Csp, L929. The concentrations used were 33.34 uM, 26.37 uM and 21.02 uM
for the riparins [, Il and Ill, respectively. It was not observed morphologic
changes that suggest apoptosis or necrosis. It was also verified that the
alcamides did not promote the loss of the cellular membrane integrity, DNA
fragmentation, nor promote arrest in none of the stages of cellular cycle. This
study permitted the conclusion that the riparins I, Il and Il have low toxicity in
vitro.

Keywords: natural products, riparins, cytotoxicity, flow cytometry
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1 INTRODUGCAO

1.1 Produtos Naturais

Nos ultimos anos, tem-se verificado um consideravel avanco cientifico
envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que
visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas (VARANDA et al.,
2006). De aproximadamente 500 novas substancias ativas aprovadas por
autoridades regulatérias ao redor do mundo na década passada, perto da
metade advém de fontes naturais (CRAGG et al., 1997).

Motivada, em parte, pela descoberta de farmacos eficazes como
vimblastina, vincristina, campotecina, taxol, podofilotoxina e os analogos
etoposido e teniposido, a industria farmacéutica reativou o interesse pelos
medicamentos de origem vegetal, principalmente, por substdncias com
estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas
por um processo sintético de custo racional (MONTANARI & BOLZANI, 2001).
Os produtos naturais sao fontes de compostos com grande diversidade quimica
e de substancias enantiomericamente puras, o que pode lhes conferir
atividades biol6gicas altamente especificas, baseadas em novos mecanismos
de acédo (ROCHA et al., 2001).

As propriedades dos produtos naturais favorecem a interacdo com os
alvos biologicos. Eles tendem a ter uma composicdo molecular diferente,
contendo pouco nitrogénio, halogénio e enxofre, mas sao ricos em oxigénio
(ORTHOLAND & GANESAN, 2004). Além disso, os compostos de origem
natural apresentam mais sistemas de anéis e maior grau de insaturacéo,
resultando numa estrutura mais rigida que confere a molécula maior forca de
ligacédo, devido a uma menor perda entrépica (FEHER & SCHMIDT, 2003).

Com o desenvolvimento da quimica combinatéria, banco de
germoplasma e bioensaios em larga escala [high-throughput screening (HTS)],
a busca por farmacos oriundos de fontes naturais tem sido realizada de
maneira otimizada e racional (PHILLIPSON, 2001).

Um dos aspectos de interesse no que tange ao estudo de plantas

medicinais envolve a utilizacdo dos compostos naturais ativos como modelo



para a sintese de substancias analogas potentes e seletivas que, algumas
vezes, podem ser obtidas mais facilmente e a custos menores. A obtengéo de
analogos é um processo comumente utilizado para descobrir os grupamentos
essenciais a atividade biolégica, por meio do uso da relacéo entre a estrutura e
a atividade biolégica (FILHO & YUNES, 1998).

1.2 Citotoxicidade

A toxicidade é um fator limitante na liberacdo e consumo de farmacos. A
analise da toxicidade versus atividade biol6gica de um farmaco, portanto, é
fundamental para determinacao de sua aplicabilidade terapéutica (ALMEIDA et
al., 2003; MELO, P. S. et al., 2001). Por motivos éticos e financeiros, em se
tratando da utilizacdo de animais para estudos toxicol6gicos, os sistemas in
vitro sao importantes ferramentas utilizadas para aumentar a compreensao
sobre o perfil toxicolégico das substancias quimicas e predizer os efeitos
nocivos destas em humanos (BROADHEAD & COMBES, 2001). Um dos
primeiros passos na avaliagdo da seguranca de compostos ativos € o estudo
da toxicidade aguda.

Durante os ultimos anos, inimeros esforcos tém sido envidados para a
reducdo do numero de animais utilizados na avaliagdo da toxicidade in vivo.
Muitos dos ensaios in vitro focam na injaria ou morte celular (TUSCHL &
SCHWAB, 2004). Em meados dos anos 1980, os modelos toxicoldgicos in vitro
tornaram-se amplamente utilizados. Eles procuram simular, até onde é
possivel, o ambiente in vivo (CARERE et al., 2002). Os sistemas celulares mais
empregados na toxicologia in vitro incluem: culturas primarias, linhagens
imortalizadas, células geneticamente modificadas, células tronco, células em
diferentes estagios de diferenciacao, co-culturas, culturas tridimensionais, fatias
de tecido e sistemas de barreiras (ZUCCO et al., 2004).

As células respondem rapidamente ao estresse tdxico pela alteracao,
por exemplo, das taxas metabdlicas, do crescimento celular ou da transcricao
de genes que controlam as funcdes celulares basicas (EISENBRAND et al.,
2002).



O crescimento e a divisdo das células constituem o ciclo celular. Esse
evento € tradicionalmente dividido em duas etapas principais: mitose e
intérfase. A mitose (M) compreende o0s processos de separacdo dos
cromossomos e divisao da célula em duas (citocinese). A intérfase é composta
pelas fases Gy, Gi, S (sintese) e G (PERES & CURI, 2005). Durante a fase Gj
as células estdo metabolicamente ativas, sintetizando &cido ribonucléico (RNA)
e proteinas. Algumas podem sair dessa fase e entrar em um estagio
quiescente ou nao-proliferante, denominado Go. A replicagdo do acido
desoxirribonucléico (DNA) é realizada na fase S. A fase G, caracteriza-se pelo
crescimento celular e pelo acumulo do fator promotor de maturacao, necessario
para alguns eventos mitéticos (HARPER & BROOKS, 2005).

A citotoxicidade basal tem sido definida como os efeitos adversos
resultantes da interferéncia com as estruturas e/ou processos essenciais para a
sobrevivéncia, proliferacdo e/ou funcionamento da célula no organismo. As
fungcdes celulares basais, geralmente, auxiliam as funcdes celulares o6rgao-
especificas (BARILE et al., 1994). Os dados de citotoxicidade basal sao
expressos como a concentracdo que afeta 50% das células tratadas em
relacdo aos controles (Clso) (CASTANO & GOMEZ-LECHON, 2005).

Varios estudos empregando uma diversa gama de compostos quimicos
tém demonstrado uma boa correlacao entre os dados de citotoxicidade basal e
a toxicidade aguda em animais e humanos (CLEMEDSON et al., 2000; GARLE
et al.,, 1994). A razdo em se relacionar a citotoxicidade in vitro com a toxicidade
aguda in vivo é porque as doses letais das substadncias matam por meio de
efeitos téxicos em nivel celular. Sendo assim, os ensaios de citotoxicidade
basal podem ser considerados como o ponto de partida para uma avaliacédo
integrada do potencial toxico das substancias in vivo (CASTANO & GOMEZ-
LECHON, 2005).

Dependendo da sensibilidade do ensaio de citotoxicidade, da linhagem
celular utilizada e do periodo de exposicao, o valor de DLsy pode ser estimado
com base no valor de Clso. No entanto, outros ensaios in vitro sdo necessarios
para indicar como este potencial toxico pode ser afetado pela farmacocinética
da substancia, bem como para prover informagdes adicionais sobre a avaliacao
de risco obtida nos estudos de toxicidade aguda in vivo (BOTHAM, 2002).



Linhagens celulares de mamiferos sdo comumente utilizadas em
estudos de citotoxicidade basal (SPIELMANN et al., 1999). Os fibroblastos
L929 (figura 1), oriundos do tecido conjuntivo de camundongos, s&o uma
linhagem celular bem caracterizada e utilizada para o “screening” de
substancias que possuem algum potencial citotéxico (CHEN et al., 2004). Os
macréfagos J774 (figura 2), oriundos do sarcoma da regido axilar de
camundongos, também sdo bastante usados em estudos de citotoxicidade
basal (SOUZA, A. O., 2004).

Figura 2: Macréfagos J774. Aumento de 400 vezes. Fonte: SILVEIRA, 2007

Os experimentos de citotoxicidade servem para avaliar as caracteristicas
toxicolégicas de novos compostos em seus estagios iniciais de
desenvolvimento, bem como permitem decidir quais experimentos in vivo

deverdo ser realizados e quais sdo os 6rgdos ou organelas mais afetadas



(MELO, P. S. et al., 2004; STARK et al., 1986). Algumas vantagens desses
testes sobre os ensaios toxicolégicos in vivo incluem: alta reprodutibilidade,
simplicidade, rapidez, uso de pequenas quantidades de droga e diminui¢do dos
custos, com a consequente reducdo do numero de animais utilizados nos
estudos de toxicidade (CHU, 1995; MELO, P. S. et al., 2000).

Varios parametros que avaliem alvos diferentes devem ser abrangidos
nos ensaios de citotoxicidade in vitro. Os mais frequentemente utilizados sao:
inibicdo da proliferacdo celular, redugdo da fungcdo metabdlica, danos a
membrana celular, danos a organelas e alteracbes morfolégicas. Esses
parametros foram estabelecidos ao longo de varios anos e em muitos tipos
celulares (BORENFREUND et al., 1988; EISENBRAND et al., 2002; MELO, P.
S. etal., 2003).

Métodos quantitativos sdo bem recomendados para a realizacao de
estudos toxicoldgicos em nivel celular (DUFRANE et al., 2001). Alguns testes,
como por exemplo, a reducdo do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) (figura 3), a captacdo do 2-amino-3-metil-7-dimetil-
amino-cloreto de fenazina (Vermelho neutro, figura 4) e o conteldo de acidos
nucléicos totais (CAN) adquiriram consideravel atengdo como indicativos de
citotoxicidade (MELO, P. S. et al., 2006). Esses ensaios fornecem informacgdes
sobre diferentes funcées ou compartimentos celulares (DE CONTI et al., 1998;
VALENTIN et al., 2001) e sdo executados em varios sistemas celulares (VIAN
et al., 1995).
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Figura 3: Estrutura quimica do MTT
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Figura 4: Estrutura quimica do vermelho neutro

A toxicidade é um evento complexo que apresenta um amplo espectro
de efeitos, envolvendo desde alteracdes funcionais e metabdlicas até a morte
celular (EISENBRAND et al., 2002). A principal subdivisdo da morte celular é
em apoptose ou necrose.

A apoptose é um tipo de morte celular programada cuja finalidade é a
eliminacao de células indesejaveis ou desnecessarias ao organismo, mediante
a ativacdo de um programa bioquimico internamente controlado que requer
energia e nao envolve inflamagdo. Ja a necrose esta relacionada com
agressoes severas que envolvem inflamagéo e promovem danos aos tecidos
vizinhos (PERES & CURI, 2005).

Injarias reversiveis ou irreversiveis levam a apoptose ou necrose,
dependendo de quao duradouro e/ou intenso seja o estresse ao qual a célula é
submetida (CONTRAN et al., 2000). Agentes que causam lesdes mais brandas
ou que estejam mais diluidos geralmente desencadeiam a apoptose; por outro
lado, lesbes mais intensas ou agentes mais concentrados levam a necrose
(KROEMER et al., 1998). Estudos revelam que apoptose e necrose nao sao
necessariamente caminhos patoldgicos diferentes, pois podem apresentar os
mesmos mensageiros, ativadores e inibidores (FORMIGLI et al., 2000).

A classificacdo da morte celular é definida primordialmente segundo
critérios morfoldgicos, sendo substanciada por aspectos bioquimicos (PERES
& CURI, 2005).

Dentre as principais caracteristicas morfolégicas do processo necrotico
(figura 5) destacam-se o inchagco da célula, a perda da integridade da
membrana, o aparecimento de vacuolos e o rompimento celular (MCCONKEY,
1998). Nas etapas finais da necrose, quando todas as organelas se desfazem,
as células ficam com aspecto diafano e sdo chamadas de “ghost cells” (PERES
& CURI, 2005).



Células apoptéticas podem ser identificadas pelas seguintes mudancgas
morfolégicas: encolhimento celular, condensacdo e marginalizagdo da
cromatina citoplasmatica e lise celular. Subsequentemente, a célula torna-se
fragmentada em compactas estruturas membranosas que s&o, posteriormente,
fagocitadas por macréfagos (figura 5) (SCHATTENBERG et al., 2006;
ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).
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Figura 5: Principais diferengas morfolégicas entre as mortes celulares
apoptotica e necrética. Adaptada de:
www.bioagency.com.br/catalogos/09_apoptose.pdf

A citometria de fluxo tem sido bastante util nos estudos do mecanismo
de morte celular por ser uma técnica rapida e precisa que € capaz de
determinar diferentes caracteristicas das particulas bioldgicas (HU et al., 2005).
A identificacdo das células apoptéticas ou necréticas é feita por intermédio da
analise das mudancas morfolégicas, bioquimicas e moleculares que ocorrem

durante tais processos.



1.3 Aspectos botanicos, quimicos e etnofarmacolégicos de Aniba riparia
(Ness) Mez

A familia Lauraceae apresenta-se amplamente distribuida nas regides
tropicais e subtropicais do planeta. Inclui cerca de 50 géneros e 2.500
espécies, ocorrendo no Brasil 25 géneros e cerca de 400 espécies. Esta é uma
das familias de maior destaque na composicao floristica de grande parte dos
ecossistemas florestais do pais, em especial, da mata Atlantica e em florestas
da Regidao Sul. Nestes ecossistemas é, frequentemente, uma das mais
representativas, tanto em nimero de espécies quanto de individuos (SOUZA &
LORENZI, 2005).

As Lauraceae destacam-se entre as demais familias pela sua
importancia econémica. Algumas espécies tém sido utilizadas na culinaria, na
fabricacdo de papel, em marcenaria e construgdo civil, na industria de
cosméticos e na medicina popular (MARQUES, C. A., 2001).

Dentre as espécies medicinais, merecem destaque as pertencentes ao
género Aniba. Esse € composto por aproximadamente 41 espécies que se
distribuem na América Central, Antilhas e, principalmente, América do Sul. A
maior concentracao do numero de espécies encontra-se na regido das Guianas
e na Amazénia Central. No Brasil, o género é representado por cerca de 25
espécies, dentre elas a Aniba riparia (Ness) Mez (QUINET & ANDREATA,
2002).

A espécie Aniba riparia (Ness) Mez é tipica da regido amazobnica, sendo
popularmente conhecida como louro amarelo (BARBOSA et al., 1988). Seus
frutos contém diversos constituintes quimicos, como por exemplo, flavondides,
neolignanas, stirilpironas e alcamidas (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Esta
ultima classe de substancia tem sido fonte de interesse de pesquisadores na
busca de novas fontes vegetais de principios farmacologicamente ativos
(CASTELO-BRANCO, 1992).

Eteres metilicos de N-benzoiltiramina (riparina 1) (figura 6), de N-(2-
hidroxibenzoil)-tiramina (riparina Il) (figura 7) e N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina
(riparina 1ll) (figura 8), isoladas dos frutos de Aniba riparia (Ness) Mez,
apresentam diversas atividades biol6gicas, tais como: antimicrobiana,
antimalarica, schistossomicida e moluscicida (CASTELO-BRANCO, 1992).
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Figura 6: Estrutura quimica da riparina |
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Figura 7: Estrutura quimica da riparina Il
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Figura 8: Estrutura quimica da riparina Il



1.3.1 Aspectos farmacoldgicos dos analogos sintéticos das riparinas |, Il e
]|

A importancia da sintese de produtos naturais biologicamente ativos
consiste na busca de uma maior economia de tempo e melhor aproveitamento
dos recursos financeiros e naturais. Além disso, modificacbes na estrutura
quimica de derivados sintéticos podem favorecer o desenvolvimento de
farmacos mais seguros e seletivos.

As riparinas |, Il e Ill foram isoladas e sintetizadas, pela primeira vez, no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) (BARBOSA-FILHO et al., 1987; BARBOSA-FILHO et al.,
1990).

Foi demonstrado que essas trés alcamidas sao capazes de induzir, de
forma nao especifica e reversivel, o relaxamento das contracbes produzidas
por acetilcolina e histamina em ileo de cobaia e por ocitonina e bradicinina em
utero de rata virgem, com valores de Cls, variando de 1,7 - 5,0 pg/mL. A
riparina Il foi, em geral, duas vezes mais potente que as riparinas | e Il, as
quais tiveram poténcias semelhantes. A riparina Ill, também, promoveu um
relaxamento em traquéia de cobaia, com Clsg igual a 1,9 pg/mL (CASTELO-
do influxo de ions célcio para o meio intracelular e a inibicdo da liberagdao dos
estoques intracelulares de calcio, ndo envolvendo a participacao da geracao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (THOMAS et al., 1994).

As riparinas | e lll, nas doses de 25 e 50 mg/kg, via intraperitonial,
protegeram parcialmente as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol em
camundongos (MONTEIRO et al., 2005). Esta mesma acdo, também, foi
promovida pela administracdo oral e intraperitonial das mesmas doses de
riparina Il (LEITE et al., 2006).

Um efeito ansiolitico foi observado utilizando-se os testes do campo
aberto, “rota rod” e “plus maze” em camundongos, quando as riparinas | e lll
foram administradas nas doses de 25 e 50 mg/kg, vias oral e intraperitonial
(SOUZA, F. C. F. et al,, 2004; SOUZA, F. C. F. et al., 2005; MELO, C. T. V. et
al., 2006). Para a riparina Il, esse efeito foi obtido apenas quando foi
administrada oralmente (MELO, C. T. V. et al., 2005).



As riparinas | e Il apresentaram uma acgdo antidepressiva em
camundongos, nas doses de 25 e 50 mg/kg, administradas oralmente, efeito
demonstrado nos testes do nado forcado e suspensdao da cauda em
camundongos (MELO, C. T. V. et al., 2005). A riparina lll, também, promoveu o
mesmo efeito, quando administrada nas mesmas doses, pelas vias oral e
intraperitonial (SOUZA, F. C. F. et al., 2004).

As riparinas Il e Ill foram capazes de causar uma diminuicdo da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca em ratos acordados e nao estressados, nas
doses de 1 mg/Kg, via intraperitonial. Em atrio isolado, a riparina Ill, na
concentragdo de 3 x 10 M, causou uma inibicao da frequéncia atrial e da forca
de contracdo. Esse efeito hipotensor e bradicardico é devido a uma acao que
parece envolver, principalmente, um componente de origem parassimpatica em
nivel cardiaco (SEIXAS, 1996).

Cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli multirresistentes
mostraram-se susceptiveis a acao das riparinas | e lll, sendo que esta ultima foi
quem apresentou um maior potencial antimicrobiano (CATAO et al., 2005).

Uma atividade antiinflamatéria, nos testes de formalina e edema de pata
induzido por carragenina, foi observada pela administracao intraperitonial de
riparina | nas doses de 25 e 50 mg/kg (ARAUJO et al., 2006). Uma acéo
analségica dessa alcamida também foi apresentada, no teste de contorcoes
abdominais em camundongos, nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral (ARAUJO
et al., 2006).

Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a citotoxicidade das
riparinas |, Il e Ill. Devido a seus efeitos antimicrobiano, antimalarico,
schistossomicida e moluscicida, o presente trabalho ndo obstante se propde a
verificar o potencial citotoxico dessas alcamidas sobre as linhagens celulares
L929 e J774.



Objetivos



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar e comparar a citotoxicidade dos analogos das riparinas I, Il e Il

utilizando métodos in vitro.

2.2 Especificos

2.2.1 Implantar na UFPB os ensaios de captacao do vermelho neutro (CVN) e

medida do conteudo de &cidos nucléicos totais (CAN);

2.2.2 Avaliar e comparar a citotoxicidade basal das riparinas |, Il e Ill sobre as
linhagens L929 e J774, nos periodos de 24 e 48 horas, utilizando trés
diferentes parametros: MTT, CVN e CAN;

2.2.3 Observar qual o método apresenta-se mais sensivel aos efeitos
citotéxicos das drogas;

2.2.4 Verificar em qual tipo celular ocorre uma maior citotoxicidade e se esta é
dependente de concentracao e de tempo;

2.2.5 Visualizar, nas células da linhagem onde foi detectado um maior efeito
citotdxico, as alteracées morfolégicas produzidas pelas alcamidas, por meio da
coloracgao diferencial por Hematoxilina/Eosina;

2.2.6 Analisar, nas células da linhagem onde foi detectado um maior efeito
citotéxico das riparinas, a integridade da membrana celular, o ciclo celular e a
fragmentacao do DNA por citometria de fluxo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Equipamentos

e Agitador de placa Certomat ® MO

e Autoclave Fable — Primar

e Banho Maria Quimis

e Centrifuga Excelsa Baby FANEM

e Centrifuga de laminas Shandon Southern Cytospin
e Citdmetro de fluxo Guava EasyCyte Mini Sistem, Guava Technologies
e Deionizador de Agua Milli-Q plus Millipore

e Destilador GFL

e Espectrofotémetro Beckman DU © 640

e Estufa de secagem FANEM

e Fluxo laminar VECO

e Freezer Esmaltec

e Geladeira Eletrolux

e Incubadora de células Sanyo

e Leitor de ELISA BIO-RAD

e Microscépio de fluorescéncia Olympus

e Microscopio 6tico de inversao Hund Wetzlar

e Medidor de pH 330i WTW

e Vortex Certomat ® MU



3.1.2 Substancias testes

3.1.2.1 Obtencao dos compostos sintéticos

As alcamidas foram cedidas pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho.

A sintese da riparina | se deu pelo acoplamento do éter metilico da
tiramina com o cloreto de benzoila (figura 9), sendo posteriormente purificada
por métodos cromatograficos (cromatografia em coluna e em camada delgada)
e identificada por métodos espectroscdpicos (ultravioleta, infravermelho e
ressonancia magnética nuclear). O rendimento da reacao foi de 64%. (SEIXAS,
1996).
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Figura 9: Reacao de sintese da riparina |

A obtencao da riparina Il foi por meio do acoplamento do éter metilico da
tiramina com o salicilato de metila (figura 10), sendo posteriormente purificada
por métodos cromatograficos (cromatografia em coluna e em camada delgada)
e identificada por métodos espectroscdpicos (ultravioleta, infravermelho e
ressonancia magnética nuclear). O rendimento da reacao foi de 15%. (SEIXAS,
1996).
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Figura 10: Reacao de sintese da riparina Il



A riparina lll foi formada pelo acoplamento do éter metilico da tiramina
com o acido 2,6-dihidroxibenzdico (figura 11), sendo posteriormente purificada
por métodos cromatograficos (cromatografia em coluna e em camada delgada)
e identificada por métodos espectroscopicos (ultravioleta, infravermelho e
ressonancia magnética nuclear). O rendimento da reacdo foi de 30 %.
(SEIXAS, 1996).
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Figura 11: Reacao de sintese da riparina lll

3.1.2.2 Preparo das solucoes estoques

As solucbes estoques de 2 mM das alcamidas foram obtidas pela
diluicdo destas em etanol e salina tamponada com sais de fosfato (PBS). A
concentracdo de etanol nao foi maior que 1%. Antes dos experimentos, as
drogas (previamente filtradas em membrana esterilizante - 0,22 um de
porosidade) eram diluidas em meio de cultura, a partir da solucao estoque. As
concentragdes utilizadas nos ensaios foram as seguintes: 7,5 uM, 15 uM, 30
uM, 60 uM e 120 uM, as quais foram escolhidas por estudos prévios realizados

em nosso laboratorio.



3.1.3 Solucoes e Reagentes

Tabela 1: Corantes

Azul de tripan 1 g de azul de tripan

PBS g.s.p. 100mL

Eosina 0,5 g de eosina

80 mL de etanol

0,5 mL de acido acético

Agua destilada qg.s.p. 20 mL

Hematoxilina 0,5 g de hematoxilina

10 mL de glicerina

25 g de sulfato de aluminio

0,1 g de iodeto de potéssio

Agua destilada g.s.p. 500 mL

lodeto de propidio 2 ug de iodeto de propidio
PBS g.s.p. imL

MTT 5mgde MTT
PBS g.s.p. imL

Vermelho neutro 0,5 mg de vermelho neutro

PBS g.s.p. imL




Tabela 2: Solucdes salinas e tampdes

Salina tamponada com sais de
fosfato (PBS)

8 g de cloreto de sédio

0,2 g de cloreto de potassio

0,122 g de fosfato de potassio monobasico

1,716 g de fosfato de sédio dibdsico

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Tampéao fosfato-salina Dulbecco
(PBS — Dulbecco)

8 g de cloreto de sédio

0,2 g de cloreto de potassio

0,1 g de cloreto de célcio

0,1 g de cloreto de magnésio hexahidratado

0,91 g de fosfato de s6dio monobasico

0,2 g de fosfato de potdssio monobdsico

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Tampao de lise para analise de
fragmentacao do DNA

0,1 g de citrato de sédio

0,1 mL de triton X-100

200 mg de iodeto de propidio

Agua destilada q.s.p. 100 mL




Tabela 3: Solugdes de lise

Dodecil sulfato de sodio 10 L de acido cloridrico
10 g de SDS

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Solugéo de lise para o ensaio de
CVN 1 mL de acido acético

49 mL de etanol absoluto

Agua destilada q.s.p. 100 mL

Triton X-100 1 mL de triton X-100

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Tabela 4: Meios de cultura

Meio DMEM alta glicose sem
vermelho de fenol 1,19 g de HEPES

2,3 g de bicarbonato de sddio

5 mL da mistura de penicilina (10.000 Ul/mL)
e estreptomicina (10 mg/mL)

10% de soro bovino fetal

Agua milli - Q g.s.p. 1000 mL

Meio RPMI 1640 sem vermelho
de fenol 1,19 g de HEPES

2,3 g de Bicarbonato de sddio

5 mL da mistura de penicilina (10.000 Ul/mL)
e estreptomicina (10 mg/mL)

10% de soro bovino fetal

Agua milli - Q g.s.p. 1000 mL




3.1.4 Modelo bioldgico experimental

A linhagem macrofagica J774 (TIB-67, American Type Culture Colection)
foi obtida do Banco de células do Rio de Janeiro. A linhagem fibroblastica L929
(CCL-1, American Type Culture Colection) foi cedida pelo Prof. Dr. Jader do
Santos Cruz, do Laboratério de Membranas Excitaveis/Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

As células cresceram em frascos estéreis para cultivo celular (25 cm?)
contendo meio DMEM, no caso dos fibroblastos L929, ou meio RPMI 1640, no
caso dos macréfagos J774. Os frascos foram mantidos em incubadora de
células a uma atmosfera umida contendo 5% de CO, e temperatura controlada
de 37°C.

O crescimento celular foi monitorado, diariamente, em microscépio 6tico
invertido. O meio de cultura era trocado, geralmente, a cada dois dias. Quando
as células atingiam confluéncia, era realizado um processo de tripsinizacao
com uma solugao de tripsina - EDTA (0,25% / 0,02%).

Todos os procedimentos do cultivo foram realizados em capela de fluxo
laminar, seguindo-se todos os protocolos para assegurar auséncia de
contaminacao dos materiais.

Antes da realizacdo dos experimentos, as células eram contadas em
camara de Neubauer, utilizando-se o reagente azul de tripan. Este corante é
excluido do citoplasma de células viaveis; ja as mortas sdo incapazes de
exclui-lo e aparecem azuis. A proporcao entre o numero de células vivas e o
total (vivas e mortas) fornece uma porcentagem de viabilidade celular, que
deve ser superior a 90%.



3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 ESTUDO DA CITOTOXICIDADE BASAL

3.2.1.1 Reducao do sal de tetrazélio (MTT)

A reducédo do MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para avaliar a
citotoxicidade de muitos compostos (POZZOLINE et al., 2003). Este sal de
tetrazo6lio amarelo solluvel é captado por um processo de endocitose, sendo
convertido por células metabolicamente ativas em um composto formazam azul
insoluvel, através da redugao do anel heterociclico de tetrazdlio. Essa reacao
de reducdo é intermediada, em parte, pelas desidrogenases mitocondriais
(BERRIDGE & TAN, 1993; LIU et al., 1997). Os cristais de formazam podem
ser entao dissolvidos e quantificados espectrofotometricamente (FREIMOSER
et al., 1999). O valor da absorbancia desse composto guarda uma proporcao
com o numero de células viaveis (SERRANO et al., 2004).

Procedimento experimental:

As células foram semeadas na concentracdo de 2,5 x 10° células/mL em
placas com 96 pocos, utilizando-se meio DMEM ou RPMI, suplementado com
10% de soro bovino fetal e antibiéticos (penicilina/estreptomicina, ver tabela 4).
As substancias foram adicionadas aos pocos em quadruplicata, 24 horas apés
o plaqueamento, nas seguintes concentracées: 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM e
120 pM. Realizou-se o controle (200 pL de células e meio/pogo) e o branco
(200 uL de dodecil sulfato de sodio [SDS]/poco). As placas foram incubadas em
estufa a 5% de CO, e 37°C por 24 ou 48 horas. Apos esse periodo, retirou-se o
sobrenadante, lavaram-se os po¢os com PBS e colocou-se MTT a 0,5 mg/mL.
Passando-se 4 horas, o sobrenadante foi removido e acrescentou-se SDS para
solubilizar os cristais de formazam. Apds 15 horas, a absorbancia foi medida a
570 nm em leitor tipo ELISA.



3.2.1.2 Captacao do vermelho neutro (CVN)

Ao nivel subcelular, o sistema lisossomal tem sido identificado como um
alvo dos efeitos téxicos de certas substancias (SVENDSEN et al., 2004). A
técnica de CVN baseia-se no uso do vermelho neutro, um fraco corante
catidnico que se liga por ligacoes hidrofébicas eletrostaticas em sitios anidénicos
e/ou grupos fosfato na matriz lisossomal das células vivas (MELO, P. S. et al.,
2000; THORNTON et al., 1995). A exposicdo a um agente téxico que altere a
superficie celular ou a membrana lisossomal promove 0 escoamento desse
corante (RENZI et al.,, 1993). A quantidade de vermelho neutro, retida no
lisossomo, é entdo determinada espectrofotometricamente. Este ensaio tem
sido extensivamente utilizado, por ser simples, sensivel e econédmico (MELO,
P. S. etal., 2003).

Procedimento experimental:

As células foram semeadas na concentracdo de 2,5 x 10° células/mL em
placas com 96 pocos, utilizando-se meio DMEM ou RPMI, suplementado com
10% de soro bovino fetal e antibiéticos (penicilina/estreptomicina, ver tabela 4).
As substancias foram adicionadas aos pocos em quadruplicata, 24 horas apés
o plaqueamento, nas seguintes concentragdes: 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM e
120 uM. Realizou-se o controle (200 pL de células e meio/pogo) e o branco
(200 pL da solucao de lise/poco). As placas foram incubadas em estufa a 5%
de CO, e 37°C por 24 ou 48 horas. Apbds esse periodo, retirou-se o
sobrenadante, lavaram-se os po¢os com PBS e colocou-se o vermelho neutro
a 50 pg/mL, previamente incubado por 12 horas e filtrado em membrana
esterilizante. Passando-se 4 horas, o sobrenadante foi removido e 0s pocos
foram lavados com PBS - Dulbecco para eliminar o excesso de corante
extracelular. Em seguida, foi acrescentada a solugéo de lise, com a finalidade
de extrair o vermelho neutro incorporado nos lisossomos. A placa foi agitada

por 30 minutos e a absorbéancia foi medida a 570 nm, em leitor tipo ELISA.



3.2.1.3 Conteudo de acidos nucléicos totais (CAN)

A variagdo do numero celular € um indicativo de toxicidade que
geralmente é determinado pela quantidade dos componentes
macromoleculares (DNA, RNA e proteinas). O CAN é um método util para
quantificar as mudancas na densidade celular, visto que explora a absorbancia
no ultravioleta dos acidos nucléicos (CINGI et al., 1991). Os niveis de DNA
podem ser medidos a 260 nm. Dessa forma, a relagdo com 50 ug DNA/mL gera
o valor de absorbancia igual a 1 quando medido a um comprimento de onda de
260 nm (CORREA et al., 2005; MELO, P. S. et al., 2006).

Procedimento experimental:

As células foram semeadas na concentracdo de 2,5 x 10° células/mL em
placas com 96 pocos, utilizando-se meio DMEM ou RPMI, suplementado com
10% de soro bovino fetal e antibiéticos (penicilina/estreptomicina, ver tabela 4).
As substancias foram adicionadas aos pocos em quadruplicata, 24 horas apés
o plaqueamento, nas seguintes concentracées: 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM e
120 uM. Realizou-se o controle (200 pL de células e meio/pogo) e o branco
(200 uL de hidréxido de sédio [NaOH]/poco). As placas foram incubadas em
estufa a 5% de CO, e 37°C por 24 ou 48 horas. Apos esse periodo, retirou-se o
sobrenadante, lavaram-se os pogcos com PBS e colocou-se acido tricloroacético
a 5% para fixar as células. Apdés 15 minutos, foi adicionado etanol (90%) a frio
para que o “pool” de nucleotideos sollveis fosse extraido. Efetuaram-se duas
lavagens com etanol gelado. Em seguida, as monocamadas celulares foram
digeridas com 0,5 M de NaOH a temperatura ambiente, durante 2 horas. A

absorbancia da fragdo NaOH foi mensurada a 260 nm em espectrofotometro.



3.2.1.4 Analise dos dados

Os dados foram obtidos por meio de trés ensaios e cada concentracao
foi testada em quadruplicata. Foi registrado o grafico da absorbancia versus
concentragao e os dados foram analisados por Anélise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls, sendo considerados significativos se
p<0,05. Foram determinadas as Clsg e respectivos intervalos de confianca (IC
95%), a partir de regressao nao-linear. Os resultados foram comparados por
meio do Teste t ndo-pareado ou por ANOVA e considerados significantes se
p<0,05. O programa estatistico utilizado para a analise dos dados e para a
construcao dos graficos foi o Prism versao 4.0 (GraphPad Software).



3.2.2 ESTUDO DO MODO DE AGAO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Para a execucdo de cada teste, os fibroblastos L929 foram semeados
numa concentragdo de 2,5 x 10° células/mL em placas de 24 pogos, utilizando-
se meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal e antibiticos
(penicilina/estreptomicina, ver tabela 4). As substancias foram adicionadas aos
pocos em quadruplicata, 24 horas apds o plagueamento. As concentracbes
utilizadas corresponderam aos valores de 1Csy obtidos no ensaio de MTT, no
periodo de 24 horas.

Passando-se 24 horas de incubacdo com as substancias, foram
realizados os ensaios de analise morfoldgica, determinacédo da integridade da
membrana celular e avaliagdo do ciclo celular e da fragmentagcdo do DNA em
citbmetro de fluxo (figura 12).
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Figura 12: Citdbmetro de fluxo utilizado nos ensaios de determinacdo da
integridade da membrana celular, avaliagdo do ciclo celular e fragmentacao do
DNA



3.2.21 Analise morfoldgica: Coloracao diferencial por

Hematoxilina/Eosina

A hematoxilina € um corante alcalino que tem afinidade pelas proteinas
nucleares, dando ao nucleo uma cor azul. A eosina, ao contréario, liga-se ao
citoplasma, conferindo-lhe uma coloracdo rosea. Desta forma, a coloracao
utilizada nesse experimento permite distinguir o citoplasma e o nucleo, sendo
possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear e citoplasmatica
(VERAS et al., 2004).

Procedimento experimental:

Passando-se o periodo de 24 horas de incubacao com as substancias,
50 pyL da suspensdo de células foram adicionados a centrifuga de lamina
(cytospin) e centrifugados a 1000 rpm/5 min. Apds a adesao das células na
lamina, a fixacdo das mesmas foi feita com metanol (100%), por 1 minuto. Em
seguida, a lamina foi colocada - por 20 segundos - em um tubo contendo
hematoxilina. Apds a retirada do excesso de corante e a observacdo em
microscépio 6tico, a lamina foi corada com eosina por 20 segundos. Retirou-se

0 excesso de corante antes da visualizagdo das laminas por microscopia.

3.2.2.1.1 Anélise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio
Otico para avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao
controle (nao-tratadas). O registro das alteracées celulares foi feito por

fotografia.



3.2.2.2 Determinacao da integridade da membrana celular por citometria
de fluxo — Viabilidade celular

Esse teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo em penetrar
nas células cuja membrana esteja rompida e apds a ligacdo com o DNA emitir
alta fluorescéncia quando excitado pelo laser. Células com membrana integra
nao permitem a entrada do iodeto de propidio, portanto, apresentam baixa
florescéncia (PERES & CURI, 2005).

Procedimento experimental:

Passando-se o periodo de 24 horas de incubacao com as substancias,
as células foram recolhidas (80 L) e colocadas em um tubo tipo “eppendorf”.
Adicionou-se 80 pL da solugdo de iodeto de propidio e incubou-se por 5

minutos, antes da leitura no citdmetro de fluxo.

3.2.2.2.1 Andlise dos dados

Os dados foram obtidos por meio de trés ensaios e cada concentracao
foi testada em quadruplicata. Os resultados foram apresentados como a média
+ erro padrdo da meédia e analisados por ANOVA seguida por Student

Newman-Keuls, com o nivel de significancia de 5%.



3.2.2.3 Analise do ciclo celular e da fragmentacao do DNA por citometria
de fluxo

Esse ensaio baseia-se na capacidade do iodeto de propideo (IP) ligar-se
ao DNA. Inicialmente, a membrana plasmatica das células € lisada por um
detergente para que o IP possa se ligar ao nucleo. Células com o nucleo
integro emitem alta fluorescéncia; ja ndcleos com condensacao da cromatina e
DNA fragmentado incorporam menos IP e, por isso, emitem menor
fluorescéncia (NICOLLETTI, 1997).

Procedimento experimental:

Passando-se o periodo de 24 horas de incubacao com as substancias,
as células foram recolhidas (80 uL) e colocadas em um tubo tipo “eppendorf”.
Adicionou-se 80 uL do tampéo de lise e incubou-se por 5 minutos antes da

leitura no citometro de fluxo.

3.2.2.3.1 Analise dos dados

Os dados foram obtidos por meio de trés ensaios e cada concentracao
foi testada em quadruplicata. Os resultados foram apresentados como a média
+ erro padrdao da média e analisados por ANOVA seguida por Student

Newman-Keuls, com o nivel de significancia de 5%.



Resultados



4 RESULTADOS

4.1 Ensaios de citotoxicidade basal

O potencial citotdéxico das riparinas I, Il e Il foi avaliado nas linhagens
L929 e J774 por meio dos ensaios de redugdo do sal de tetrazdlio (MTT),
conteudo de &acidos nucléicos totais (CAN) e captacdao do vermelho neutro
(CVN), em periodos de 24 e 48 horas de incubacdo. As concentragdes das
alcamidas utilizadas nos experimentos foram as seguintes: 7,5 uM, 15 uM, 30
uM, 60 uM e 120 uM. Registraram-se os graficos da absorbancia versus
concentragdo e foram determinadas as Clsy € respectivos intervalos de
confianga, a partir de regressao nao-linear. Para a linhagem J774 nao foi
possivel calcular os valores de Cls obtidos no teste de CVN.

A figura 13 mostra a citotoxicidade da riparina | sobre a linhagem L929,
avaliada pelos métodos de MTT, CAN e CVN, em periodos de 24 e 48 horas.
No tempo de incubagdo de 24 horas, as Clsp da alcamida obtidas nos
experimentos de MTT, CAN e CVN foram respectivamente: 33,34 uM, 73,86
UM e 83,96 uM. No periodo de 48 horas de exposicao, os valores de Clsg
corresponderam a 30,56 uM para o ensaio de MTT, 62,18 uM no teste do CAN
e 101,84 uM para o método de CVN.

O efeito citotoxico da riparina | sobre a linhagem J774, determinado nos
métodos de MTT e CAN, em periodos de 24 e 48 horas, é apresentado na
figura 14. No tempo de incubacgao de 24 horas, as Clsy da alcamida obtidas nos
experimentos de MTT e CAN foram, respectivamente, as seguintes: 39,42 uM e
77,24 uM. No periodo de 48 horas de exposicdo, os valores de Clsg
corresponderam a 35,97 uM para o teste do MTT e 69,97 uM no ensaio do
CAN.
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Figura 13: Citotoxicidade da riparina | sobre a linhagem L929, avaliada pelos
métodos de MTT, CAN e CVN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de
incubagédo. Os dados correspondem a média * erro padrdo da média de trés
experimentos realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram
obtidas por regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao
4.0.
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Figura 14: Citotoxicidade da riparina | sobre a linhagem J774, avaliada pelos
métodos de MTT e CAN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de incubacdo. Os
dados correspondem a média + erro padrdo da média de trés experimentos
realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram obtidas por
regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.



Na figura 15 é mostrado o efeito citotoxico da riparina Il sobre a
linhagem L929, avaliado pelos métodos de MTT, CAN e CVN, em periodos de
24 e 48 horas. No tempo de incubagdo de 24 horas, as Clsy da alcamida
obtidas nos experimentos de MTT, CAN e CVN foram respectivamente: 26,37
UM, 43 uM e 65,51 uM. No periodo de 48 horas de exposicao, os valores de
Clso corresponderam a 24,45 uM no ensaio do MTT, 30,39 uM para o teste de
CAN e 92,94 uM no método de CVN.

A citotoxicidade da riparina Il sobre a linhagem J774, determinada nos
métodos de MTT e CAN, em periodos de 24 e 48 horas, é apresentada na
figura 16. No tempo de incubagéo de 24 horas, as Clsy da alcamida obtidas nos
experimentos de MTT e CAN foram 32,06 uM e 48,29 uM, respectivamente. No
periodo de 48 horas de exposicao, os valores de Clsg corresponderam a 28,47
UM para o teste do MTT e 40,76 uM no ensaio do CAN.
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Figura 15: Citotoxicidade da riparina Il sobre a linhagem L929, avaliada pelos
métodos de MTT, CAN e CVN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de
incubacgédo. Os dados correspondem a média * erro padrdo da média de trés
experimentos realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram
obtidas por regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao
4.0.
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Figura 16: Citotoxicidade da riparina Il sobre a linhagem J774, avaliada pelos
métodos de MTT e CAN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de incubacdo. Os
dados correspondem a média + erro padrao da média de trés experimentos
realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram obtidas por
regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.



A figura 17 mostra a citotoxicidade da riparina Ill sobre a linhagem L929,
avaliada pelos métodos de MTT, CAN e CVN, em periodos de 24 e 48 horas.
No tempo de incubagdo de 24 horas, as Clsp da alcamida obtidas nos
experimentos de MTT, CAN e CVN foram: 21,02 uM, 34,10 uM e 65,16 pM,
respectivamente. No periodo de 48 horas de exposicao, os valores de Clsg
corresponderam a 17,15 yM no ensaio de MTT, 23,96 uM no método de CAN e
74,87 uM para o ensaio de CVN.

O efeito citotoxico da riparina Ill sobre a linhagem J774, determinado nos
métodos de MTT e CAN, em periodos de 24 e 48 horas, é apresentado na
figura 18. No tempo de incubagéo de 24 horas, as Clsy da alcamida obtidas nos
experimentos de MTT e CAN foram, respectivamente, 28,14 uM e 40,13 pM.
No periodo de 48 horas de exposicao, os valores de Clso corresponderam a
21,58 uM para o método do MTT e 29,94 uM para o ensaio de CAN.
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Figura 17: Citotoxicidade da riparina Ill sobre a linhagem L929, avaliada pelos
métodos de MTT, CAN e CVN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de
incubacgédo. Os dados correspondem a média * erro padrdo da média de trés
experimentos realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram
obtidas por regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao
4.0.
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Figura 18: Citotoxicidade da riparina Ill sobre a linhagem J774, avaliada pelos
métodos de MTT e CAN, nos periodos de 24h (A) e 48h (B) de incubacdo. Os
dados correspondem a média + erro padrdo da média de trés experimentos
realizados em quadruplicata. As curvas dose-resposta foram obtidas por
regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.



Os resultados dos ensaios de citotoxicidade basal das riparinas I, Il e lll
estdo reunidos nas tabelas 5 e 6. Foi verificado, para ambas as linhagens
celulares, que o tempo de exposicdo de 24 horas foi suficiente para causar os
efeitos de maneira concentragdo-dependente nos experimentos de MTT e
CAN, nao existindo diferencas estatisticamente significantes entre as Clso nos
periodos de 24 e 48 horas de incubagao, quando aplicado o teste t de Student
nao-pareado.

No ensaio de CVN, o efeito sobre a proliferacao celular ndo ocorreu de
maneira  concentracdo-dependente, pois nao existiram  diferencas
estatisticamente significativas entre o efeito produzido na menor e na maior
concentracéo das riparinas. No entanto, como foi possivel calcular os valores
de Clsg no programa estatistico, os ajustes relativos a este ensaio sao
mostrados, para a linhagem L929, nas figuras 13, 15 e 17. Pode-se observar
que tais ajustes sdo retas, o que caracteriza uma nao-dependéncia de
concentragdo no método de CVN. Para a linhagem J774 ndo foi possivel
calcular os valores de Clsg obtidos no teste de CVN.

Nas duas linhagens utilizadas nos experimentos, um maior efeito
citotéxico das riparinas foi detectado no ensaio do MTT, seguindo-se 0 ensaio
do CAN, como pode ser visto nas tabelas 5 e 6. O método de CVN foi 0 menos
sensivel a agdo das substancias (tabela 5).

Em todos os testes, a riparina lll foi a mais citotdéxica, seguida pela
riparina Il e riparina |. As linhagens celulares apresentaram uma sensibilidade
semelhante aos efeitos das alcamidas, sendo que nos fibroblastos L929 os
valores de Clso foram menores (tabelas 5 e 6).

Com base nesses resultados, foram escolhidas as condigdes em que se
observou um maior efeito citotoxico para detectar se as riparinas estariam
promovendo a inducdo de eventos apoptdticos e/ou necréticos. Como nao
houve diferengas estatisticamente significativas entre os valores de Clsy nos
periodos de 24 e 48 horas de incubagdo e como estes foram menores na
linhagem L929, selecionaram-se entao as Clsp estimadas no ensaio do MTT, no
periodo de 24 horas, em fibroblastos L929.



Tabela 5: Citotoxicidade das alcamidas sobre a linhagem L929, avaliada pelos
métodos de MTT, CAN e CVN, nos periodos de 24 e 48 horas de incubacao.
Os resultados correspondem aos valores de ICs € o intervalo de confianga de
95% de trés experimentos realizados em quadruplicata, obtidos por regressao
nao linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.

* p<0,001 se a sensibilidade entre os métodos foi considerada estatisticamente
significante; # p<0,001 se a poténcia entre as alcamidas foi considerada
estatisticamente significativa.

ALCAMIDAS

24h 48h 24h 48h 24h 48h
o 3334°# | 30,56°# | 73,86°# | 62,18% | 83,96°# | 101,84 %
Riparinal | e 7 8,8 | 27.7-337 | 61,2-89.1 | 44.9-859 | 62,5-1127 | 74.4-130
o 26,37 # | 2445°# | 4300°# | 30,39°% | 6551°# | 92,94°#
Aiparinall | 4 0-28.9 | 220-273 | 35.4-522 | 200-457 | 545-787 | 707- 112
Rparina il | 21027 | 17.15% | 3410°% | 23967# | 6516 74,87 *#
18,8-235 | 13,8-21,3 | 27,6-42,0 | 20,2-28.4 | 455-933 | 64,3-87,1

Tabela 6: Citotoxicidade das alcamidas sobre a linhagem J774, avaliada pelos
métodos de MTT e CAN, nos periodos de 24 e 48 horas de incubacdo. Os
resultados correspondem aos valores de ICs e o intervalo de confiangca de 95%
de trés experimentos realizados em quadruplicata, obtidos por regressao nao
linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 4.0.

* p<0,001 se a sensibilidade entre os métodos foi considerada estatisticamente
significante; # p<0,001 se a poténcia entre as alcamidas foi considerada
estatisticamente significativa.

ALCAMIDAS

24h 48h 24h 48h
30,42 *# | 3597 # | 77.24*# | 6997 ‘#

Riparinal | 0,4 455 | 322-402 | 554-107 | 56,7-86.4
o 32.06# | 2847# | 4829 | 40,76 #

Riparinall | o7 5 75| 260-31.2 | 39.2-595 | 32.4-51.3
, 2814 *# | 2158*# | 4013*# | 2094 *#

Riparina Ill
26,8-295 | 17,7-26,3 | 34,0-47,3 | 26,4 - 33,9




4.2 Analise morfoldgica: coloracao diferencial por Hematoxilina/Eosina

A figura 19 mostra a analise morfologica das células L929 n&o tratadas
(controle) e tratadas com as riparinas | (33,34 uM), 1l (26,37 uM) e Il (21,02
UM). As concentragcdes utilizadas corresponderam aos valores de Clsg
estimados no ensaio do MTT, no periodo de incubacao de 24 horas.

As alcamidas causaram um aumento na irregularidade da membrana
plasmatica, sendo este efeito mais intensamente observado nas células
expostas a riparina Ill, seguida pela riparina Il e riparina |. Nao houve
alteracées no citoplasma e no nucleo das células tratadas em relagdo ao
controle que sugerisse morte celular por apoptose ou necrose. Raramente
observou-se nas laminas alguma célula apoptética ou necrética (dado nao

mostrado).
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Figura 19: Fotomicrografia das células L929 coradas com Hematoxilina/Eosina
em microscépio 6tico (400x). A: controle; B: células tratadas com riparina |; C:
células tratadas com riparina Il; D: células tratadas com riparina Ill.



4.3 Determinacao da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo — Viabilidade celular

Os efeitos das riparinas | (33,34 uM), Il (26,37 uM) e Ill (21,02 uM) sobre
a integridade da membrana celular dos fibroblastos L929 s&o apresentados na
figura 20. As concentragdes utilizadas corresponderam aos valores de Clsg
estimados no ensaio do MTT, no periodo de 24 horas de exposi¢ao.

Nao houve alteragdes significativas na integridade da membrana celular
(figura 21). Ocorreu uma pequena diminuicao no niumero de células (figura 22),

mas que ndo se mostrou estatisticamente significativa.
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Figura 20: Histogramas da determinagdo da integridade da membrana celular
por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada
experimento. A fluorescéncia foi medida pelo canal RED Fluorescence FL2
(585/42 nm) que captura a fluorescéncia laranja-avermelhada do iodeto de
propideo. A: controle; B: células tratadas com riparina I; C: células tratadas com
riparina Il; D: células tratadas com riparina lll; Marcador 1: % de células viaveis,
com membrana celular integra; Marcador 2: % de células mortas, com perda da
integridade da membrana celular.
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Figura 21: Determinacao da integridade da membrana celular por citometria de
fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os resultados
foram apresentados como a média + erro padrao da média e analisados por
ANOVA seguida por Student Newman-Keuls, com nivel de significaAncia de 5%.
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Figura 22: Determinacdao do numero de células por citometria de fluxo. Cinco
mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os resultados foram
apresentados como a média + erro padrao da média e analisados por ANOVA
seguida por Student Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5%.



4.4 Analise do ciclo celular e determinacao da fragmentacao do DNA por

citometria de fluxo

As figuras 23 e 24 mostram os efeitos das riparinas | (33,34 uM), Il
(26,40 pM) e Il (21,82 uM) sobre o conteudo de DNA da linhagem L929. As
concentracdes utilizadas corresponderam aos valores de Clsy estimados no
ensaio do MTT, no periodo de incubacéo de 24 horas.

As alcamidas n&o causaram fragmentacdo no DNA e nem promoveram

parada em nenhuma das fases do ciclo celular.
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Figura 23: Histogramas da analise do ciclo celular e determinagdo da
fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram
avaliados em cada experimento. A fluorescéncia foi medida pelo canal RED
Fluorescence FL2 (585/42 nm) que captura a fluorescéncia laranja-
avermelhada do iodeto de propideo. A: controle; B: células tratadas com
riparina |; C: células tratadas com riparina Il; D: células tratadas com riparina lll;
Marcador 1: % de células na fase Gy/Gy; Marcador 2: % de células na fase S;
Marcador 3: % de células na fase Go/M.
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Figura 24: Analise do ciclo celular e determinacao da fragmentacao do DNA
por citometria de fluxo. Cinco mil eventos foram avaliados em cada
experimento. Os resultados foram apresentados como a média * erro padrao
da média e analisados por ANOVA seguida por Student Newman-Keuls, com
nivel de significancia de 5%.
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5 DISCUSSAO

No processo do desenvolvimento de farmacos, é desejado se achar nao
apenas a substancia mais ativa, mas também a menos téxica. E importante
que uma selecao seja feita no comego desse processo, ainda no estagio dos
estudos in vitro (POPIOLKIEWICZ et al., 2005).

Os estudos in vitro tém sido direcionados para reduzir o uso dos animais
de laboratério (GARLE et al., 1994), refinar os modelos toxicoldgicos in vivo
(SNODIN, 2002; SPIELMANN et al., 1999) e ajudar na elucidacdo dos
mecanismos de acdo da substancia em nivel celular e molecular
(EISENBRAND et al.,, 2002). Nessas circunstancias, 0s ensaios de
citotoxicidade sao bastante Uteis, devido a sua simplicidade, rapidez,
reprodutibilidade, baixo custo e por requererem reduzida quantidade de
substancia, a qual pode ser testada em uma ampla gama de concentracdes
(PAILLARD et al., 1999; HANLEY et al., 1999).

Existe uma correlacdo entre os dados de citotoxicidade basal e a
toxicidade aguda in vivo (BOTHAM, 2002). Espera-se que, se algum composto
quimico produza acdes deletérias in vitro sobre diferentes linhagens celulares,
algum efeito deva ser previsivel quando este for utilizado em animais e
humanos (CLEMEDSON et al., 2000).

Células de mamiferos sdo uma importante ferramenta para a avaliacao
da atividade citotéxica de compostos com atividade terapéutica (HALLE &
SPIELMANN, 1992; PAILARD et al., 1999). As culturas podem ser utilizadas
para o “screening” da toxicidade por meio da estimacéao das funcdes celulares
basais ou por testes em fungdes celulares especializadas (EKWALL et
al.,1990).

E necessaria a execucdo de varios testes que foquem diferentes
parametros para que se obtenha uma boa estimativa do potencial téxico de
uma determinada substancia (DUFRANE et al., 2001; GARLE et al., 1994). Os
parametros mais frequentemente utilizados nos ensaios de citotoxicidade sao:
inibicdo da proliferacdo celular, reducdo da funcdo metabdlica e danos a

membrana celular e as organelas. A alteracao de algum deles € um indicativo



de toxicidade e prové informacbes sobre a suscetibilidade de organelas e
compartimentos celulares (JONES et al., 1999; MELO, P. S. et al., 2006).

Estudos farmacolégicos demonstraram que as riparinas |, Il e Il
apresentam varias atividades biol6gicas, como por exemplo: relaxante
muscular (CASTELO-BRANCO et al., 2000), hipotensora (SEIXAS, 1996),
antidepressiva (SOUZA, F. C. F. et al., 2004), ansiolitica (MELO, C. T. V. et al.,
2006), anticonvulsivante (MONTEIRO et al., 2005), antiinflamatéria (ARAUJO
et al., 2006), analségica (ARAUJO et al., 2006) e antimicrobiana (CATAO et al.,
2005). Dado a auséncia na literatura de estudos sobre a citotoxicidade dessas
alcamidas, procurou-se avalia-la em linhagens celulares.

O potencial citotoxico das riparinas |, Il e lll foi verificado em linhagens
de fibroblastos L929 e macroéfagos J774, as quais sdo comumente utilizadas
em estudos de citotoxicidade (CHEN et al., 2004; SOUZA, A. O. et al., 2004).
Os métodos de MTT, CAN e CVN foram executados por serem confiaveis para
a avaliacdo da proliferacao celular (MELO, P. S. et al., 2003). Esses ensaios
foram aplicados a uma larga gama de concentragdes das alcamidas, como
usualmente é feito em compostos cuja toxicidade é desconhecida (MELO, P. S.
et al.,2004). Devido o tempo de exposicao necessitar durar, pelo menos, um
ciclo celular completo (RIDDELL et al., 1988), os experimentos foram
realizados em periodos de 24 e 48 horas de incubacao das células com as
substancias.

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade basal, realizados com as
riparinas I, Il e Ill, em ambas a linhagens celulares utilizadas, demonstraram
que o tempo de exposicao de 24 horas foi suficiente para causar os efeitos de
maneira concentracao-dependente nos experimentos de MTT e CAN (tabelas 5
e 6). No experimento de CVN, a resposta ndo ocorreu de maneira dependente
de concentracéo.

Para todos os métodos executados, as linhagens L929 e J774 tiveram
uma sensibilidade semelhante aos efeitos das alcamidas sobre a proliferacao
celular. Como a citotoxicidade basal reflete os efeitos adversos em estruturas e
processo celulares que sao intrinsecos a todas as células, a maioria dos
sistemas celulares pode responder de maneira semelhante quando a
toxicidade & mensurada por varios critérios de viabilidade (CASTANO &
GOMEZ-LECHON, 2005).



O MTT é captado por um processo de endocitose, sendo convertido por
células metabolicamente ativas em um composto formazam azul insoluvel,
através da reducao do anel heterociclico do tetrazélio. A quantidade de
formazam, entdo, & proporcional ao numero de células viaveis (MOSMANN,
1983). A alteracdo na taxa de reducdo do MTT, como a encontrada neste
estudo (figuras 13 a 18), pode ser provocada por pequenas modificacdes na
respiracao celular e no metabolismo energético da célula, o que nao significa
um reflexo de morte celular (ANDREWS et al., 1997).

O CAN é um método util para quantificar as mudancas na densidade
celular, visto que explora a absorbancia no ultravioleta dos acidos nucléicos
(BIANCHI & FORTUNATI, 1990). A variacdo do numero celular € um indicativo
de toxicidade que, geralmente, é determinado pela quantidade de componentes
macromoleculares (DNA, RNA e proteinas). Quanto mais células cessam o
ciclo celular, maior o decréscimo do conteudo de DNA, o que é refletido na
densidade dtica total da cultura a 260 nm (FORTUNATI & BIANCHI, 1991).
Esse evento pode ser visualizado, neste trabalho, nas tabelas 5 e 6.

Nas duas linhagens utilizadas nos experimentos, um maior efeito
citotéxico das riparinas |, Il e lll foi detectado nos ensaios do MTT e do CAN
(figuras 13 a 18). No método de CVN houve uma menor sensibilidade a acao
das substancias (tabela 5). Esses dados sugerem que as alcamidas estao
alterando o metabolismo da célula e os niveis dos componentes
macromoleculares sem causar o rompimento das membranas plasmaticas ou
lisossomais.

No caso de algumas substancias, a inibicao da respiracao celular ocorre
antes do desarranjo da membrana plasmatica (FORTAKIS & TIMBRELL,
2006). As alteragbes no metabolismo energético da célula modificam as taxas
de sintese de acidos nucléicos e proteinas, levando a uma diminuicdo do
crescimento celular (VALENTIN et al., 2001). Esses dados estdo de acordo
com os resultados encontrados nos ensaios de MTT, CAN e CVN (tabelas 5 e
6).

As riparinas |, Il e lll sdo farmacos fracamente basicos. O acumulo de
substancias fracamente basicas dentro do ambiente acido do lisossomo pode
causar um aumento na pressao osmotica desta organela, seguindo-se a

entrada de agua e subseqliente inchagco. Ocorre, entdo, fusdo com outros



pequenos lisossomos para formacdo de vacuolos de grande tamanho. O
enlarguecimento dos lisossomos resulta num aumento da captagdo do
vermelho neutro pelas células (OLIVIER et al., 1995), o que pode explicar a
menor sensibilidade encontrada no ensaio de CVN (tabela 5).

O grupo dihidroxibenzoil presente na riparina Ill forma pontes de
hidrogénio intramoleculares entre o hidrogénio do grupo hidroxila e o0 oxigénio
do grupo carbonila, indicando que as duas hidroxilas substituintes tornam o
grupo dihidroxibenzoil mais planar em relacdo ao grupo carbonila do que o
grupo hidroxibenzoil da riparina Il e do que o grupo benzoil da riparina I.
Adicionalmente, ha uma maior transferéncia de carga eletrénica envolvendo os
grupos carbonila e amina com o grupamento dihidroxibenzeno da riparina Ill.
Esses fendmenos sao os responsaveis pelas diferencas entre as poténcias das
atividades farmacoldgicas das riparinas, sendo a Ill mais potente em suas
atividades farmacolégicas do que a Il e a | (MARQES, A. D. S. et al., 2005). Em
todos os testes de citotoxicidade basal, a riparina Ill foi a mais citotdxica,
seguida pela riparina Il e riparina | (tabelas 5 e 6). Os resultados obtidos neste
trabalho reforcam a importancia dos grupamentos hidroxilas para a ordem dos
efeitos biolégicos observados entre as alcamidas estudadas.

Para detectar se as riparinas estariam promovendo a inducdo de
eventos apoptéticos e/ou necréticos, observaram-se as alteragcdes morfologicas
por meio da coloracao diferencial por Hematoxilina/Eosina (H/E), avaliou-se a
integridade da membrana celular e executou-se a andlise da fragmentagcédo do
DNA por citometria de fluxo. Para a realizacdo desses experimentos, foram
escolhidas as condi¢cdes em que se observou um maior efeito citotdxico.

A coloracao por H/E é dutil para sugerir um mecanismo de agdo da
substancia, visto que é possivel analisar a célula quanto a sua integridade
nuclear, bem como observar as alteragdes no citoplasma. Neste estudo, as
alcamidas causaram um aumento na irregularidade da membrana plasmatica,
sendo este efeito mais intensamente observado nas células expostas a riparina
[ll, seguida pela riparina Il e riparina I. Conforme pode ser visto na figura 19,
parece nao ter havido alteracées no citoplasma e no nucleo das células
tratadas em relacao ao controle que indicassem apoptose ou necrose.

A citometria de fluxo é uma tecnologia de facil aplicagdo e alto
processamento, o que a torna bastante satisfatéria para o “screening” dos



efeitos téxicos de drogas (TUSCHL & SCHWAB, 2004). Varios parametros
encontrados nos eventos apoptéticos e necréticos podem ser avaliados por
esta técnica.

Verificou-se, no experimento de avaliacdo de integridade da membrana
celular por citometria de fluxo (figuras 20 e 21), que as riparinas ndo causaram
alteracbes significativas na integridade da membrana plasmatica, o que
também foi visto no ensaio de CVN, indicando que ndo houve um aumento no
nuamero de células inviaveis.

Na analise do ciclo celular e da fragmentacdo do DNA, também por
citometria de fluxo (figuras 23 e 24), as alcamidas ndao promoveram
fragmentacdo no DNA e ndo causaram parada em nenhuma das fases do ciclo
celular.

A estrutura quimica das riparinas permite um acumulo de carga
eletrénica em suas moléculas, sendo este fendbmeno mais intenso na riparina
[ll, seguida pela riparina Il e riparina | (MARQES, A. D. S. et al., 2005).
Estruturas que permitam um acumulo de carga de elétrons podem levar a
formacao de radicais livres reativos. Estes lesam as estruturas da cadeia de
producdo de ATP na mitocondria e afetam a sintese de proteinas e de &cidos
nucléicos (BARREIROS et al., 2006). Tais efeitos podem ser correlacionados
com aqueles encontrados no ensaio do MTT, que é uma medida da atividade
metabdlica da célula, e no experimento do CAN, que é uma medida do
crescimento celular como reflexo do conteudo de acidos nucléicos totais e da
sintese de proteinas (tabelas 5 € 6).

Essas trés alcamidas sao capazes de induzir, de forma nao especifica e
reversivel, o relaxamento das contracdes produzidas por acetilcolina e
histamina em ileo de cobaia e por ocitonina e bradicinina em utero de rata
virgem, com valores de Clso variando de 1,7 - 5,0 ug/mL (CASTELO-BRANCO
et al., 2000). Em 4trio isolado, a riparina Ill, na concentragdo de 3 x 10 M,
causou uma inibicado da frequéncia atrial e da forca de contracdo (SEIXAS,
1996). Dessa forma, pode-se afirmar que as riparinas |, Il e Ill sdo pouco
citotdéxicas, pois, nas concentracdes testadas, as quais sdo maiores do que
aquelas necessarias para a producdo de seus efeitos farmacoldgicos nos
sistemas muscular e cardiovascular, ndo causaram morte celular por apoptose

nem por necrose.
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6 CONCLUSOES

e Um maior efeito citotoxico das riparinas foi detectado nos ensaios do MTT e
do CAN. O método de CVN foi 0 menos sensivel a acao das alcamidas;

e O periodo de exposicao de 24 horas foi suficiente para causar os efeitos de
maneira concentragao-dependente nos ensaios do MTT e do CAN. No
experimento de CVN, a resposta ndo ocorreu de maneira dependente de

concentracao;

e As linhagens L929 e J774 tiveram uma sensibilidade semelhante aos efeitos
das alcamidas sobre a proliferagéo celular;

e A riparina lll foi a mais citotdxica, seguida pela riparina Il e riparina I;
e Nao foram observadas alteracées no citoplasma nem no nucleo das células
tratadas com as riparinas que sugerissem morte celular por apoptose ou

necrose,;

e As alcamidas nao causaram perda da integridade da membrana celular, nao

induziram fragmentacdao do DNA e nem promoveram parada no ciclo celular;

e Verificamos que as riparinas |, Il e lll estdo diminuindo o metabolismo e a

taxa de crescimento celular;

e Concluimos que as riparinas |, Il e lll tém uma baixa toxicidade in vitro.
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